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 INTRODUZIONE 
Il carcinoma midollare della tiroide (CMT) è un tumore ben 
differenziato che mantiene le caratteristiche biochimiche e cito-
istologiche delle cellule parafollicolari (cellule C) da cui deriva (1, 2). 
La sua origine lo rende un’entità separata dagli altri carcinomi 
differenziati della tiroide: il CMT non è trattabile con la terapia 
radiometabolica e non risponde alla terapia con l-tiroxina a dosi 
soppressive il TSH. 
Il comportamento biologico del CMT è meno favorevole 
rispetto a quello degli altri carcinomi ben differenziati della tiroide: 
sebbene non sia così aggressivo come il carcinoma anaplastico (3) la 
maggior parte degli autori concorda nel riportare la sopravvivenza dei 
pazienti affetti da CMT pari al 50% a 10 anni. Sia la cura che la 
sopravvivenza di questi pazienti dipende dallo stadio della malattia 
che a sua volta dipende dalla precocità della diagnosi (4).  
Per ottenere una diagnosi precoce occorre eseguire lo screening 
dei noduli tiroidei mediante il dosaggio della calcitonina (CT) sierica. 
La CT è un piccolo peptide a singola catena costituito da 32 
aminoacidi ed è il più specifico e sensibile marcatore del CMT. 
Sebbene livelli basali elevati di CT siano altamente indicativi di CMT, 
esistono altre condizioni fisiologiche e patologiche in cui le 
concentrazioni basali della CT sierica possono risultare elevate e in 
 cui la diagnosi differenziale è fondamentale. I precursori della CT 
(pre- and pro-calcitonina) e i peptidi post-trascrizioanli (catacalcina e  
peptide N-terminale) sono presenti nel sangue e possono interferire 
nel dosaggio della CT. Altri artefatti possono essere determinati dalla 
presenza nel sangue di anticorpi eterofili che producono risultati falsi 
positivi (5). La diagnosi differenziale può essere eseguita mediante il 
test alla pentagastrina (Pg) eseguito somministrando in bolo endovena 
0,5 µg di Pg per Kg di peso corporeo, diluita in 5 ml di soluzione 
salina. La CT deve essere misurata prima della somministrazione di 
Pg e dopo 2, 5 e 15 minuti dall’iniezione. Nella maggior parte dei 
soggetti, il picco di CT si verifica dopo 2  minuti dall’iniezione di Pg. 
Nei pazienti affetti da CMT con valori basali elevati di CT la 
stimolazione con Pg determina un incremento di 5-10 volte dei livelli 
sierici di CT mentre in soggetti non affetti da CMT o in presenza di 
interferenze l’incremento della CT dopo Pg è limitato o assente. Nei 
pazienti con tumori endocrini di altra origine l’incremento della CT 
dopo somministrazione di Pg non è, generalmente, maggiore di due 
volte.   
 L’antigene carcino-embrionale (CEA) è prodotto dalle 
cellule C neoplastiche. Non esiste una chiara correlazione tra le 
concentrazioni sieriche di CEA e di CT. Le concentrazioni sieriche di 
CEA sono normali nei pazienti in stadio preclinico di malattia e non 
 aumentano dopo stimolo con pentagastrina. La misurazione del CEA è 
importante soprattutto nel follow-up dato che un aumento rapido del 
CEA o l’evidenza di elevate concentrazioni sono fortemente indicativi 
di progressione della malattia. 
La diagnosi citologica risulta meno sensibile del dosaggio della 
CT sierica; infatti è stato dimostrato in più serie di pazienti (6-9) che 
tale metodica conduce alla corretta diagnosi solo nel 45% circa dei 
casi di CMT sospettati sulla base di elevati valori di CT basale e 
successivamente confermati istologicamente. Gli aspetti tipici del 
CMT, infatti,  possono non essere rilevati nei vetrini citologici allestiti 
e processati secondo le tecniche standard (MayGrunwald-Giemsa). 
Inoltre, i caratteristici depositi di amiloide sono rari (33% nello studio 
di Kaur). L’immmunoistochimica con anticorpi anti-CT incrementa la 
sensibilità diagnostica della citologia ma questa procedura non è 
eseguita di routine ma soltanto quando c’è un forte sospetto clinico e/o 
biochimico. 
Il CMT rappresenta circa il 5-10% di tutti i tumori della tiroide 
(10); può presentarsi sia in forma sporadica (80%) che familiare 
(20%). La forma familiare si trasmette con carattere autosomico 
dominante con un elevato grado di penetranza; può essere 
caratterizzata dalla sola patologia tiroidea (FMTC), o può essere 
associata ad altre neoplasie endocrine a costituire le Neoplasie 
 Endocrine Multiple di tipo II (MEN IIA e MEN IIB). Nelle forme 
familiari il CMT si manifesta clinicamente in epoca molto più precoce 
nella MEN IIB ed è molto più aggressivo rispetto a quello della MEN 
IIA; nel FMTC l’insorgenza clinica del tumore tiroideo si verifica più 
tardivamente, nella quarta-sesta decade di vita (11).  
La sindrome MEN IIA e l’FMTC sono trasmesse con carattere 
autosomico dominante e quindi il 50% dei figli di un soggetto affetto 
sono a rischio di sviluppare la malattia. Il test genetico è eseguito 
intorno ai 4-5 anni di età in tutti i familiari di primo grado. Esso 
consente di identificare i portatori della mutazione distinguendo così, 
tra i soggetti a rischio, coloro che sicuramente svilupperanno il CMT, 
e che pertanto meriteranno un adeguato trattamento e follow-up, e 
coloro che, al contrario, non lo svilupperanno mai e che pertanto 
potranno essere tranquillizzati e non più controllati. La MEN IIB è 
anch’essa trasmessa con carattere autosomico dominante ma ad oggi 
sono state descritte poche famiglie con tale sindrome trattandosi nella 
maggior parte dei casi di forme “de novo”, che raramente giungono 
all’età riproduttiva. La prima cosa da fare nel caso di una famiglia con 
MEN è quella di eseguire la ricerca della eventuale mutazione del 
proto-oncogene RET nel caso-indice o probando. Dopo che la 
mutazione è stata individuata, tutti i familiari di primo grado sono 
sottoposti a screening per identificare i soggetti portatori della 
 mutazione. In una famiglia con mutazione identificata, il 50% dei 
familiari non portano la mutazione e il loro rischio di sviluppare la 
malattia è del tutto simile a quello della popolazione generale. Questi 
soggetti possono essere rassicurati e non richiedono ulteriori 
accertamenti.  
Il trattamento iniziale del CMT sia sporadico che ereditario 
consiste nella tiroidectomia totale e linfoadenectomia del 
compartimento centrale di principio, a causa dell’elevata incidenza di 
metastasi linfonodali loco-regionali. La dissezione degli altri 
compartimenti linfonodali dovrebbe essere eseguita solo se l’ecografia 
del collo dimostra il loro coinvolgimento.  
Tuttavia, anche dopo interventi chirurgici molto aggressivi, 
circa il 70% dei pazienti, per lo più quelli con evidenza di malattia 
extratiroidea, presentano persistenti elevati valori di CT basali e/o 
dopo stimolo con Pg. In questi casi è necessario identificare la sede di 
malattia residua. Le tecniche di localizzazione tumorale includono la 
TAC o la RMN per esplorare collo, torace e addome, l’ecografia per il 
collo e il fegato e la scintigrafia ossea. Di fatto comunque tutte queste 
tecniche sono sensibili in presenza di lesioni tumorali di una certa 
dimensione, ma inefficaci nel rilevare micrometastasi.  
Valori moderatamente elevati di CT sono compatibili con una 
lunga sopravvivenza, durante la quale tendono a rimanere stabili nel 
 tempo o a mostrare una lieve tendenza all’incremento. Le 
concentrazioni di calcitonina possono presentare oscillazioni a breve 
termine del 20-30%. Elevate concentrazioni di CEA o un rapido 
incremento sono suggestive di progressione di malattia ed in 
particolare è stato osservato che un “doubling time” inferiore a 25 
mesi è correlato con una peggior prognosi (12). 
Il carcinoma midollare metastatico della tiroide ha in genere un 
decorso relativamente indolente, e pazienti con metastatizzazione 
epatica e polmonare possono sopravvivere diversi anni senza alcun 
trattamento se non quelli strettamente sintomatici (loperamide per la 
diarrea, anti-istaminici per i flush, analgesici). L’utilizzo della 
chemioterapia in questa forma neoplastica è pertanto limitato ai 
soggetti con evidenza di malattia metastatica rapidamente progressiva; 
tuttavia, tutti gli schemi terapeutici finora utilizzati hanno mostrato 
scarsa efficacia (13). Tra le terapie convenzionali la radioterapia 
esterna trova applicazione solo se usata a scopo palliativo per il 
trattamento del dolore da metastasi ossee o per il contenimento della 
progressione della malattia locale. La recente scoperta di farmaci 
inibitori dei recettori tirosino chinatici con attività specifica per il gene 
RET, responsabile sia delle forme ereditarie sia del 50% delle forme 
sporadiche, ha aperto nuove speranze di successo terapeutico. 
 Genetica del CMT 
Come in altri tipi di tumori umani lo sviluppo del carcinoma 
midollare della tiroide richiede il verificarsi di molteplici eventi 
genetici. Il proto-oncogene RET è costituito da 21 esoni e codifica per 
un recettore di membrana ad attività tirosino-chinasica e appartiene 
alla famiglia dei recettori per i fattori di crescita. Le mutazioni di RET 
descritte nella patologia tiroidea sono rappresentate dai 
riarrangiamenti intra- o inter-cromosomici (RET/PTC) nei carcinomi 
papillari e da mutazioni puntiformi nei carcinomi midollari: in 
entrambi i casi tali mutazioni comportano l’attivazione costitutiva del 
gene RET. 
Le mutazioni puntiformi del gene RET possono essere di tipo 
germinale e causare quindi la forma ereditaria di MTC (isolata o 
associata ad altre neoplasie endocrine come nel caso delle MEN IIA e 
B) o somatico, associate quindi a forme sporadiche.  
Le mutazioni che causano la MEN IIA riguardano 
principalmente la regione extracellulare ricca di cisteine, 
determinando la sostituizione di un residuo cisteinico con un altro 
residuo aminoacidico. La mutazione più comune (80%) tra quelle 
correlate alla MEN IIA colpisce il codone 634 dell’esone 11. Una 
singola mutazione costituita dalla sostituzione di una cisteina con 
un’arginina rappresenta il 50% delle mutazioni delle MEN IIA.  
 Altre mutazioni possono verificarsi a carico del codone 630 
dell’esone 11 e dei codoni 609, 611, 618 e 620 dell’esone 10; esse 
causano più frequentemente la forma familiare del carcinoma 
midollare della tiroide (FMTC), sebbene talvolta possano associarsi ad 
una classica sindrome MEN IIA. Dal 5 al 10% delle famiglie con 
FMTC presentano mutazioni a carico dei codoni 768, 790, 791 (esone 
13), 804 (esone 14) e 891 (esone 15) nel dominio intracellulare del 
gene (14-18).  
Nel 5-15% di casi con CMT con evidente ereditarietà 
mendeliana non sono state identificate mutazioni del proto-oncogene 
RET, mentre mutazioni “de novo” sono state riscontrate nel 10% dei 
casi di MEN IIA e FMTC (19).  
La mutazione caratteristica della MEN IIB (95-98%) è quella a 
carico del codone 918 dell’esone 16, che determina la sostituzione di 
una metionina con una treonina (17, 20, 21). Poiché a causa della 
aggressività della malattia la maggior parte degli individui affetti da 
MEN IIB ha breve sopravvivenza, spesso non superiore ai 20 anni di 
età, con scarsa possibilità, quindi, di generare dei figli, la maggior 
parte delle forme diagnosticate sono dovute a mutazioni “de novo”. 
Mutazioni somatiche, che si verificano cioè solo sul tessuto 
tumorale, si riscontrano in un terzo dei pazienti con CMT sporadico. 
Si tratta in genere di mutazioni a carico del codone 918 del proto-
 oncogene RET, identiche a quella tipica delle MEN IIB, che si associa 
generalmente ad una prognosi peggiore (22, 23).  
Già circa 10 anni fa noi ed altri autori (22, 24-26) dimostrammo 
che le mutazioni somatiche del gene RET, presenti in circa il 40-50% 
dei pazienti affetti da CMT, sono correlate con una maggiore 
estensione della malattia al momento della diagnosi e ad un peggior 
andamento clinico. Questi studi furono eseguiti in piccole serie di 
pazienti affetti da CMT con follow-up piuttosto brevi. 
Successivamente, altri autori non confermarono questi risultati (27-
30). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
NUOVE STRATEGIE TERAPEUTICHE: GLI INIBITORI 
TIROSINO-KINASICI 
E’ noto che l’attivazione del proto-oncogene RET mediante 
mutazione puntiforme gioca un ruolo chiave nella carcinogenesi 
tiroidea. Nei tumori tiroidei, le mutazioni a carico di RET comportano 
la produzione di un recettore costitutivamente attivato che determina 
come effetto finale un’incontrollata proliferazione cellulare.  
Tutto ciò ha portato la ricerca degli ultimi anni al tentativo di 
sintetizzare molecole ad azione mirata, in grado di interferire a vari 
livelli con i meccanismi sopra esposti. E’ quindi cominciata l’era degli 
inibitori tirosino-kinasici, agenti che dovrebbero essere in grado di 
bloccare i meccanismi alterati alla base della tumorigenesi, 
interferendo con i meccanismi di trasduzione del segnale che, per 
l’appunto, si basano soprattutto su cascate recettoriali in cui le 
tirosino-kinasi hanno un ruolo determinante.  
Anche il processo angiogenetico è regolato in maniera decisiva 
da sistemi recettoriali ad attività tirosino-kinasica. Tale processo, che 
consiste nella formazione di nuovi vasi sanguigni a partire da vasi pre-
esistenti, è un evento raro nell’organismo adulto. In condizioni 
fisiologiche, infatti, l’angiogenesi si osserva nella riparazione delle 
ferite, nell’embriogenesi, nell’ovulazione. In ambito patologico, il 
 processo angiogenetico gioca un ruolo chiave in condizioni come la 
retinopatia proliferativa, la flogosi, la crescita tumorale e la 
formazione delle metastasi. Ad oggi sono stati identificati e descritti 
numerosi fattori che influenzano l’angiogenesi, fondamentalmente 
mediata dal recettore per il “vascular endothelial growth factor” 
(VEGF, fattore di crescita endoteliale) e, pertanto, si è fatto strada in 
oncologia il concetto di “terapia mirata”, che punta a formulare agenti 
di sintesi sempre più selettivi per bersagli molecolari specifici (31). 
Tutto ciò nel tentativo di interrompere quelle vie di proliferazione 
cellulare alterate che portano alla crescita tumorale incontrollata, 
risparmiando al tempo stesso le cellule sane. 
I recettori per VEGF sono almeno tre (VEGFR 1, 2 e 3), situati 
quasi esclusivamente a livello delle cellule endoteliali. VEGF, 
interagendo con i suoi recettori, media una serie di importanti segnali 
trasduzionali, quali PI3K, AKT e MAPK, di notevole rilevanza nei 
processi di proliferazione cellulare. L’espressione dei VEGFR è bassa 
nell’endotelio normale, ma è fortemente aumentata nel tessuto peri- e 
intratumorale, ove si registrano vivaci processi angiogenetici e 
aumento della permeabilità tessutale. Il tessuto tiroideo normale 
esprime VEGFR in quantità molto esigua rispetto al tessuto tumorale. 
Inoltre, tanto più è iperespresso VEGFR, tanto maggiore è 
l’aggressività del tumore e il rischio di recidiva. Sulla base di tali 
 evidenze, sono state sintetizzate sostanze ad attività selettiva di blocco 
sul sistema VEGF/VEGFR come PTK/ZK (Novartis-Schering) (32).  
ZD6474 (vandetanib) è un inibitore tirosino-kinasico dotato di 
potente attività inibitoria (IC50= 40 nM) del recettore 2 del fattore di 
crescita vascolare endoteliale (VEGFR-2), con attività inibitoria  a 
concentrazioni sub-micromolari su RET (IC50= 100 nM), su Flt-4 
(VEGF receptor-3: IC50= 110 nM) e sul recettore per il fattore di 
crescita epidermico EGF (IC50= 500 nM) (33, 34). I primi lavori in 
vitro hanno dimostrato che ZD6474 inibisce la maggior parte delle 
forme mutate e attivate dei recettori tirosino-kinasici RET. Studi 
successivi su linee cellulari trasformate (RET/PTC3, RET/PTC1) 
hanno evidenziato la possibilità di reversione morfologica e perdita 
dell’autonomia proliferativa dopo trattamento con ZD6474, 
ipotizzando un possibile ruolo terapeutico di vandetanib nei carcinomi 
sostenuti dall’attivazione oncogenica di RET (33, 35, 36). 
 
 
 
 
 
 
 
 SCOPO DEL LAVORO 
Scopo del presente lavoro è stato quello di eseguire una 
valutazione clinica preliminare dei risultati della terapia con ZD6474 
(Zactima, AstraZeneca) su un totale di 27 pazienti affetti da CMT o 
localmente avanzato, non più suscettibili di terapia chirurgica radicale 
e chemioterapia, trattati presso il Dipartimento di Endocrinologia 
dell’Università di Pisa con Zactima o placebo. I 27 pazienti sono stati 
arruolati nell’ambito di uno studio internazionale di fase II 
multicentrico, doppio cieco, placebo-controllo, per valutare l’efficacia 
di ZD6474 (ZACTIMATM) in soggetti con CMT localmente avanzato 
non resecabile o metastatico. 
L’obiettivo primario dello studio era di dimostrare un 
incremento della durata della sopravvivenza libera da malattia nei 
pazienti trattati con ZD6474 (Vandetanib) rispetto a quelli trattati con 
placebo. L’ipotesi era che  ZD6474 inibisse la crescita e le funzioni 
delle cellule di CMT. L’incremento della durata dell’intervallo libero 
da malattia rappresentava il marcatore di efficacia terapeutica. 
Gli obiettivi secondari erano: a) il miglioramento della 
percentuale di risposta obiettiva (ORR), b) il miglioramento della 
percentuale di controllo di malattia (DCR), c) il miglioramento della 
durata di risposta (DOR), d) della sopravvivenza globale (OS), e) della 
risposta biochimica (CT e CEA), f) il miglioramento del dolore, 
 calcolato in base alla posologia e durata di trattamento con oppioidi, 
g) l’incremento del peso corporeo.  
Poiché il razionale terapeutico del farmaco è quello di agire sui 
recettori tirosino-kinasici, tra cui RET, laddove possibile abbiamo 
studiato la presenza di una mutazione somatica o germinale di RET 
nei pazienti inclusi nello studio, per verificare l’eventuale correlazione 
tra la risposta al trattamento e la presenza della mutazione di RET.  
Poiché la maggior parte dei pazienti inclusi nello studio 
presentavano una malattia relativamente aggressiva e una elevata 
frequenza di mutazioni di RET, abbiamo ampliato l’analisi di RET in 
una serie di 100 pazienti affetti da CMT sporadico con un follow-up 
medio di 10 anni per valutare il ruolo prognostico di RET sia 
sull’andamento della malattia che sulla sopravvivenza. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 PAZIENTI E METODI 
Pazienti studio clinico  
 Nel periodo febbraio-ottobre 2007 abbiamo sottoposto a 
valutazione per verificare la presenza dei criteri di arruolamento nello 
studio 38 pazienti, 22 maschi e 16 femmine, affetti da carcinoma 
midollare della tiroide metastastico, sia di tipo sporadico (n=31) che 
ereditario (n=7).  
Dei 38 pazienti sottoposti a valutazione 28 (17 maschi e 11 
femmine) hanno soddisfatto i criteri di inclusione (Tab.1) ed 
esclusione (Tab.2) e sono quindi entrati nello studio. I soggetti sono 
stati randomizzati con rapporto 2:1 per ricevere ZD6474 oppure 
placebo, continuando il trattamento in cieco fino all’evidenza di 
progressione di malattia. L’assegnazione del paziente ad uno dei due 
gruppi è stata eseguita in cieco così come la somministrazione del 
farmaco o placebo.  
Tutti i pazienti hanno firmato un consenso informato prima che 
venisse intrapresa qualsiasi procedura relativa allo studio. 
L’anonimato del paziente veniva assicurato assegnando al 
soggetto un codice identificativo al momento dello screening, 
composto dal codice del centro sperimentatore (E2501) seguito dal 
numero progressivo a tre cifre (001, 002, e così via). Gli unici dati del 
paziente resi noti erano il sesso e la data di nascita.  
  
Tutti i pazienti studiati hanno firmato un consenso informato 
per l’analisi genetica (27/27 su sangue e 17/27 su tessuto) e le altre 
procedure clinico-strumentali. 
Al momento della evidenza di progressione di malattia per tutti 
i soggetti veniva aperta la randomizzazione in cieco e fornita la 
possibilità di uscire dallo studio ed entrare nella fase di osservazione 
di follow-up oppure di entrare nella “fase aperta” dello studio, in cui il 
paziente assumeva sicuramente ZD6474.  
Tutti i soggetti venivano seguiti per collezionare i dati clinici 
fino al decesso del 50% dei pazienti arruolati.  
La risposta della malattia alla terapia veniva  valutata 
radiologicamente secondo  i criteri RECIST, secondo i quali la 
remissione parziale è data dalla riduzione del 20% della somma dei 
diametri massimi delle lesioni target rispetto al basale, mentre la 
progressione è definita come incremento del 30% della somma dei 
diametri massimi delle lesioni target rispetto al basale. 
 
Pazienti analisi genetica  
Per la valutazione delle mutazioni somatiche del gene RET 
come fattore prognostico negativo abbiamo studiato 100 pazienti, 43 
maschi e 57 femmine, affetti da carcinoma midollare della tiroide, con 
 un’età media alla diagnosi di 49.6 anni (range 20-83, mediana 49) e un 
follow-up medio di 10.2 ± 5.5 anni (range 3-32, mediana 10).  
Tutti i pazienti sono stati sottoposti a tiroidectomia totale e 
linfoadenectomia del compartimento centrale del collo, che costituisce 
l’intervento standard per questi pazienti nel nostro Istituto. In caso di 
presenza di metastasi linfonodale, accertata al momento della 
diagnosi, i pazienti venivano sottoposti a linfoadenectomia 
laterocervicale durante la tiroidectomia.  
Tutti i pazienti erano affetti dalla forma sporadica del carcinoma 
midollare della tiroide sulla base dell’assenza di mutazione germinale 
di RET, assenza di anamnesi familiare positiva per la malattia e 
assenza di segni e sintomi clinici e/o strumentali di altre neoplasie 
endocrine. 
I dati clinici sono stati raccolti in un database elettronico e 
analizzati in base alla presenza o assenza di mutazioni di RET.  
Tutti i pazienti studiati hanno firmato un consenso informato 
per l’analisi genetica e le altre procedure clinico-strumentali. 
 
Metodi  
1) Verifica istologica 
La diagnosi di carcinoma midollare della tiroide è stata posta 
sulla base del riscontro dei  tipici aspetti istologici (cellule tumorali ad 
 architettura trabecolare, insulare o con pattern di crescita sheet-lik) e 
dei tipici reperti immunoistochimici (cellule positive per calcitonina  e 
cromogranina). Tutti i vetrini istologici dei pazienti riferiti al nostro 
Centro ed operati in altra sede sono stati rianalizzati secondo i criteri 
suddetti. 
 
2) Follow-up dei pazienti arruolati nello studio clinico 
Le procedure di screening (Visita 1) consistevano nella 
revisione accurata dei criteri di inclusione ed esclusione; raccolta della 
storia clinica con particolare riguardo alla data di diagnosi, istologia, 
stadio alla diagnosi e stadio attuale; esame obiettivo annotando ECOG 
performance status, temperatura corporea, peso e altezza; esecuzione 
di ECG con calcolo degli intervalli RR, QRS, QT, QTc e PR; 
esecuzione di TC con mezzo di contrasto; prelievi per esame 
emocromocitometrico, routine ematochimica, prove di coagulazione, 
esame urine e beta hCG per le donne in età fertile. 
Una volta verificata la presenza dei criteri di inclusione, il 
paziente veniva randomizzato (Visita 2) ed iniziava l’assunzione del 
farmaco o placebo. Le visite successive (Visita 3 e 4) erano 
programmate ad intervallo di una settimana, dopo due settimane la 
Visita 5, dopo 4 settimane le Visite 6 e 7. Tutte le visite successive 
(dalla 8 in poi) venivano eseguite ogni 12 settimane. 
 Tutte le visite dovevano cadere allo stesso giorno della 
settimana della Visita 2, con una finestra di più o meno tre giorni per 
tutte le settimane. Tutti i campioni biologici dei soggetti in esame  
venivano raccolti e inviati presso il laboratorio centrale. Allo stesso 
modo, copia di tutti gli esami radiologici venivano inviati al centro di 
riferimento indipendente. Ad ogni soggetto in studio veniva inoltre 
somministrato un questionario di valutazione della qualità di vita e per 
la registrazione della frequenza diarroica, nonché per la valutazione 
del dolore all’atto dell’arruolamento e, successivamente, ogni dodici 
settimane per tutta la durata dello studio. Ad ogni visita veniva 
eseguita la registrazione di eventuali eventi avversi e la gravità di 
questi e l’annotazione di eventuali altre terapie farmacologiche.  
Ogni dodici settimane, infine, veniva eseguita la TAC total 
body con mezzo di contrasto. 
 
3) Analisi delle mutazioni del gene RET 
Il sangue e, laddove possibile, il tessuto tumorale dei pazienti è 
stato collezionato per l’estrazione del DNA. Il DNA genomico è stato 
estratto dai linfociti del sangue periferico mediante il QIAMP DNA 
mini kit (QIAGEN, Hilden, Germany) e dal tessuto tumorale mediante 
un metodo manuale basato su incubazione overnight con proteinasi K 
a 55°C, seguita da estrazione mediante fenolo/cloroformio e 
 precipitazione con etanolo. Il DNA veniva conservato in Tris-EDTA a 
-20°C; un’aliquota veniva conservata a -20°C.  
Gli esoni 10, 11 e 13-16 del gene RET sono stati analizzati in 
tutti i casi usando condizioni di PCR e sequenza come già descritte 
(37). 
 
4) Analisi statistica 
L’analisi statistica è stata eseguita mediante χ2, t e Mann-
Whitney U test secondo le variabili in studio. Le curve di 
sopravvivenza sono state analizzate usando il metodo Kaplan-Meier e 
la significatività statistica è stata determinata mediante il log-rank test. 
La regressione multipla è stata impiegata per determinare 
indipendentemente l’effetto della mutazione somatica di RET e delle 
altre caratteristiche cliniche sull’andamento clinico dei pazienti. Un 
valore di P inferiore a 0.05 è stato giudicato significativo. 
 RISULTATI STUDIO CLINICO 
Dei 38 pazienti sottoposti a visita di screening 10 soggetti (5 
maschi e 5 femmine) sono risultati non arruolabili: un paziente per 
ritiro del consenso, un paziente per Sindrome di Gilbert, una paziente 
per ipocalcemia non corretta e gli altri 7 per assenza di lesioni target. 
Ventotto pazienti, 17 maschi e 11 femmine, con età media alla 
diagnosi di 43.8 ± 12.4 anni (range 23-71), soddisfacevano i criteri per 
l’arruolamento nello studio e sono stati randomizzati.  
Dal momento dell’arruolamento al giugno 2008 il follow-up 
medio è stato di 11.7 ± 3.1 mesi (range 3-17).  
Nell’analisi dei dati non è stato tenuto in considerazione il 
paziente 032, che è deceduto prima dell’assunzione della prima 
compressa di farmaco. Abbiamo quindi analizzato i risultati ottenuti in 
27 soggetti che realmente hanno intrapreso la terapia.  
Al giugno 2008, 14 su 27 pazienti (52%) hanno mostrato 
remissione parziale di malattia, di cui 8/27 (34%) secondo i restrittivi 
criteri RECIST e 6/27 (18%) con riduzioni inferiori al 20% ma 
comunque considerevoli, 7/27 (26%) hanno mostrato stabilizzazione 
di malattia e 6/27 pazienti (22%) hanno mostrato progressione di 
malattia (Tab.3). 
Nei 14/27 pazienti (52%) che hanno mostrato remissione 
parziale questa risultava di entità variabile; secondo i restrittivi criteri 
 RECIST i pazienti che hanno ottenuto remissione parziale sono stati 
8/27 (30%) con diminuzione dei diametri oscillanti tra il 20 e il 58%. 
Sei su 27 pazienti (22%) hanno presentato riduzioni dei diametri tra il 
10 e il 20%. In aggiunta a questi pazienti, i due soggetti che hanno 
mostrato progressione di malattia sotto terapia con placebo e che sono 
passati nella fase aperta del trattamento con Zactima, hanno 
successivamente avuto evidenza di remissione parziale, in un caso 
secondo i criteri RECIST (-31%) e nell’altro caso con diminuzione 
inferiore (-6%) ma rilevante. Complessivamente, quindi, i pazienti che 
hanno presentato remissione parziale erano 16/27, pari al 59.2% dei 
soggetti studiati (Tab.4). In 14/16 pazienti sia la CT che il CEA hanno 
mostrato concordante riduzione, con valori oscillanti da -25 a   -99.5% 
per la CT e da -16% a -84% per il CEA; in 2 soggetti non è stata 
osservata questa concordanza, mostrando +117% per la CT e -63% 
per il CEA in un paziente e -75% per la CT e +258% per il CEA 
nell’altro soggetto. 
Sette su 27 pazienti (26%) presentano tuttora malattia 
stazionaria a distanza di tempo variabile dall’inizio del trattamento tra 
9 e 17 mesi. In questi 7 pazienti l’andamento della CT ha evidenziato 
un incremento considerevole in 4 (da +34% a +258%) mentre negli 
altri 3 pazienti ha mostrato valori sostanzialmente stazionari. Lo stesso 
andamento è stato osservato anche per i valori del CEA. 
 Nei 6 pazienti che hanno mostrato progressione di malattia 
durante il trattamento, questa si è verificata a distanza di tempo 
variabile dall’inizio del trattamento stesso; tre soggetti assumevano 
Zactima, 2 assumevano placebo, mentre un soggetto è deceduto prima 
del primo controllo TAC previsto e, pertanto, non avendo il dato  
RECIST di progressione di malattia, non è stato possibile effettuare 
l’apertura del cieco per verificare se stesse assumendo Zactima o 
placebo. 
Nei 3 pazienti che assumevano Zactima la progressione era 
dovuta alla comparsa di nuova lesione metastatica in 1 e 
all’incremento dimensionale di lesioni preesistenti in  2; in uno dei 3 
pazienti che assumevano Zactima la progressione di malattia era di 
notevole entità e pertanto è uscito dallo studio ed è stato avviato ad 
altri trattamenti. Negli altri 2 pazienti che assumevano Zactima 
abbiamo deciso di proseguire comunque il trattamento non avendo 
altre opzioni terapeutiche. Entrambi hanno mostrato ulteriore rapida 
progressione di malattia e sono deceduti a 3 mesi dall’uscita dallo 
studio.  
Nei 2 pazienti che assumevano placebo la progressione era 
dovuta alla comparsa di infiltrazione tracheale in uno e alla comparsa 
di una nuova lesione metastatica nell’altro; come previsto dal 
 protocollo entrambi hanno potuto iniziare il  trattamento con Zactima 
dopo, mostrando successivamente benefici considerevoli. 
Nei pazienti con malattia in progressione la CT ed il CEA 
hanno mostrato andamento variabile: in un paziente la CT risultava in 
lieve diminuzione (-7%) a fronte di un notevole incremento del valore 
del CEA (+133%); un paziente mostrava un lievissimo incremento di 
entrambi i parametri (+2% per la CT e +10% per il CEA); un paziente 
mostrava marcato incremento di entrambi (+172% per la CT e +234% 
per il CEA) e un quarto paziente di verificava incremento della CT 
(+498%) a fronte, invece, di un decremento del CEA (-12.5%). In due 
pazienti non erano disponibili entrambi i parametri. 
In tutti i pazienti con malattia in remissione parziale 
l’andamento della CT  e del CEA è stato concordante, mostrando 
valori progressivamente decrescenti.  
 
Effetti collaterali del farmaco 
Quattro pazienti su 27 arruolati (2 maschi e 2 femmine) sono 
usciti dallo studio per effetti collaterali importanti. 
Un paziente è uscito dallo studio per ipertensione arteriosa mal 
controllabile farmacologicamente dopo 12 mesi dall’arruolamento. 
Questo effetto collaterale si era verificato fin dalle prime settimane di 
assunzione; per tale motivo, come previsto dal protocollo, sono state 
 effettuate due sospensioni del trattamento per non più di tre settimane 
consecutive, ma alla ripresa dell’assunzione di Zactima, anche a dose 
ridotta, e nonostante le adeguate terapie antiipertensive, si sono 
verificati alcuni episodi di crisi ipertensiva che hanno condotto al 
ricovero d’urgenza e, pertanto, è stata necessaria la sospensione in via 
definitiva del trattamento. Al momento della Visita 75 
(discontinuation visit) il paziente era ancora in condizione di parziale 
remissione di malattia (-33.8%), ottenuta già dopo tre mesi di terapia. 
Un paziente è uscito dallo studio per una grave neuropatia 
sensitivo-motoria degli arti inferiori, verosimilmente su base 
microischemica, a distanza di 8 mesi dall’inizio del trattamento. Al 
momento della Visita 75 (discontinuation visit) il paziente era ancora 
in condizione di parziale remissione di malattia (-58%), ottenuta già 
dopo tre mesi di terapia. 
Un paziente è uscito dallo studio per opacità corneale e nausea 
associata ad anoressia con conseguente dimagramento patologico, a 
distanza di 3 mesi dall’inizio del trattamento. Al momento della Visita 
75 (discontinuation visit), coincidente con il primo controllo TAC 
(Visita 7) il paziente era in condizione di parziale remissione di 
malattia (-15%). 
Un paziente è uscito dallo studio per rash cutaneo da 
fotosensibilizzazione, con ulcerazioni alle mani e al volto, a distanza 
 di 6 mesi dall’inizio del trattamento. Al momento della Visita 75 
(discontinuation visit), coincidente con il secondo controllo TAC 
(Visita 8), il paziente era ancora in condizione di parziale remissione 
di malattia (-35%), ottenuta già dopo tre mesi di terapia. 
Un discorso a parte merita un effetto collaterale osservato in 
corso di terapia: l’ipotiroidismo. Tutti i pazienti trattati nel nostro 
protocollo erano in trattamento con l-tiroxina. Nel complesso 15/27 
pazienti hanno richiesto un incremento posologico della l-tiroxina di 
37.5±23.1 μg/die (range 12.5-100, mediana 37.5). L’assunzione 
distanziata rispetto al farmaco sperimentale non sortiva alcun effetto 
positivo, pertanto ci è sembrato di poter escludere un’interferenza 
sull’assorbimento della l-tiroxina.  
 
Riduzione della posologia per eventi avversi 
 Altri 6 soggetti hanno presentato reazioni avverse che hanno 
richiesto la temporanea sospensione del farmaco e la successiva 
ripresa del trattamento a dosaggio ridotto, con successiva evidenza di 
buona tollerabilità del farmaco.  
Un paziente ha sperimentato una aspergillosi polmonare 
conseguente ad immunodeficienza; dopo la  sospensione del farmaco 
il quadro ematologico di linfopenia si è risolto e la patologia 
polmonare è in attuale controllo con terapia specifica. 
 Tre pazienti hanno avuto rash cutaneo da fotosensibilizzazione, 
scomparso dopo la sospensione del farmaco per tre settimane e terapia 
sistemica e locale con cortisonici e antistaminici.  
Due pazienti hanno lamentato disturbi dispeptici e diarrea 
(associato a opacità corneale in un paziente), scomparsi dopo la 
sospensione del farmaco per pochi giorni e non più ripresentatesi alla 
ripresa del trattamento a posologia ridotta. 
 
Analisi genetica di RET nei 28 pazienti dello studio clinico 
Tutti i pazienti randomizzati nello studio clinico sono stati 
sottoposti a ricerca della mutazione germinale dei RET. Cinque su 28 
sono risultati portatori della forma familiare di CMT: 2 pazienti erano 
portatori della mutazione Cys634Arg, 1 paziente era portatore della 
mutazione Cys634Tyr, 1 paziente era portatore della mutazione 
Glu768Asp, 1 paziente era portatore della mutazione Val804Met.  
In 11 casi abbiamo potuto eseguire la ricerca della 
mutazione di RET sul tessuto tumorale e 3/11 sono risultati positivi 
per la mutazione di RET (Met918Thr) e 8/11 negativi. 
In questo piccolo numero di casi non abbiamo trovato 
alcuna correlazione tra la presenza della mutazione di RET (germinale 
o somatica) e la risposta alla terapia 
 
 RISULTATI ANALISI GENETICA 
L’analisi genetica ha rivelato la presenza di una mutazione 
somatica in 43 su 100 (43%) dei pazienti affetti da carcinoma 
midollare sporadico (Fig. 1A). La maggior parte delle mutazioni di 
RET (34 su 43, pari al 79%) era localizzata al codone 918 dell’esone 
di 16. La mutazione più frequente era la sostituizione di una metionina 
(ATG) con una treonina (ACG). Le altre 9 mutazioni sono state 
trovate negli esoni 10, 11 e 15. In particolare, 7/43 (16.2%) erano a 
livello del codone 634 dell’esone 11 (quattro C634R, due C634W e 
una C634Y), una (2.3%) era rappresentata da una delezione di 48 paia 
di basi nell’esone 10, ed una (2.3%) era una mutazione “missense” al 
codone 883 dell’esone 15 con la sostituzione di un’alanina (GCT) con 
una fenilalanina (TTT). Non abbiamo trovato mutazioni a carico degli 
esoni 13 e 14 (Fig. 1B). 
Comparando la percentuale di pazienti con metastasi linfonodali 
con la distribuzione delle diverse mutazioni somatiche di RET 
abbiamo trovato che il 76.5% dei pazienti portatori della mutazione 
918 e il 43% dei pazienti portatori della mutazione 634 avevano tali 
metastasi, mentre solo il 27% dei pazienti non portatori di mutazione 
di RET avevano metastasi linfonodali. 
 
 
 Valutazione clinica 
L’età media alla diagnosi e il follow-up medio dei 43 pazienti 
affetti da CMT portatori della mutazione somatica di RET (RET 
positivi) era di 53.1 anni (mediana 55, range 21-83) e 9.1 anni 
(mediana 9, range 3-21), rispettivamente.  
Metastasi linfonodali e a distanza erano presenti in 30/43 
pazienti (70%) e in 13/43 (30%), rispettivamente. Secondo la 
classificazione TNM (18) cinque pazienti avevano malattia allo stadio 
I (T1N0M0), otto avevano malattia allo stadio II (T2-4N0M0), 
diciassette avevano malattia allo stadio III (T1-4N1M0) e tredici 
avevano malattia allo stadio IV (T1-4N1M1).  
Al momento di questo studio 7 pazienti risultavano guariti, 28 
avevano malattia persistente e 8 erano deceduti per la malattia. Dei 28 
pazienti con persistenza di malattia, 13 mostravano valori dosabili di 
CT basale e/o dopo stimolo con Pg senza evidenza di metastasi e 15 
erano invece affetti da malattia metastatica. 
L’età media alla diagnosi e il follow-up medio dei 57 pazienti 
(23 maschi e 34 femmine) affetti da CMT ma non portatori di 
mutazione somatica di RET (RET negativi) era di 47.1 anni (mediana 
48, range 20-71) e 10.7 anni (mediana 10, range 3-32), 
rispettivamente.  
 Metastasi linfonodali e a distanza erano presenti in 15/57 
pazienti (23.3%) e in 7/57 (12.2%), rispettivamente. Secondo la 
classificazione TNM (18) 14 pazienti avevano malattia allo stadio I 
(T1N0M0), 24 avevano malattia allo stadio II (T2-4N0M0), 10 
avevano malattia allo stadio III (T1-4N1M0) e 9 avevano malattia allo 
stadio IV (T1-4N1M1).  
Al momento di questo studio 32 pazienti risultavano guariti, 22 
avevano malattia persistente e 3 erano deceduti per la malattia. Dei 22 
pazienti con persistenza di malattia, 13 mostravano valori dosabili di 
CT basale e/o dopo stimolo con PG senza evidenza di metastasi e 9 
erano invece affetti da malattia metastatica. 
 
Aspetti clinici e mutazioni di RET 
Abbiamo correlato la presenza della mutazione somatica di 
RET con gli aspetti clinici e l’andamento dei pazienti.  
Come mostrato nella Tabella 5, le mutazioni somatiche di RET 
erano significativamente più frequenti nei pazienti con tumori di 
dimensioni maggiori (P=0.03), in caso di metastasi linfonodali 
(P<0.0001) e a distanza (P=0.02). Non è stata trovata correlazione tra 
la presenza della mutazione di RET e il numero delle metastasi 
linfonodali (P=0.8 e P=0.5 con unpaired t e Mann-Whitney U test, 
rispettivamente, dati non mostrati). 
 La presenza di mutazione somatica risultava correlata anche con 
un più avanzato stadio alla diagnosi (P=0.004). Le caratteristiche di 
sesso, età alla diagnosi e mesi di follow-up risultavano sovrapponibili 
tra i pazienti portatori e non portatori delle mutazioni somatiche di 
RET. 
 
La mutazione di RET come fattore prognostico per l’andamento 
clinico dei pazienti affetti da CMT 
Correlando la presenza delle mutazioni di RET e l’andamento 
della malattia, abbiamo trovato una correlazione positiva tra la 
presenza della mutazione e la persistenza della malattia (pazienti 
guariti vs pazienti con malattia persistente o deceduti per la malattia 
P=0.0002).  
Nessuna differenza è stata rilevata nella distribuzione delle 
mutazioni somatiche di RET e la condizione di persistenza di malattia 
con o senza evidenza strumentale di sicure sedi metastatiche (dati non 
mostrati).  
Oltre alla presenza della mutazione somatica di RET, gli altri 
fattori correlati alla peggior prognosi sono risultati la dimensione del 
tumore (P=0.0002), la presenza di metastasi linfonodali (P<0.0001) e 
a distanza (P<0.0001), mentre non abbiamo trovato correlazione tra il 
sesso e l’età alla diagnosi (Tabella 6). 
 Come mostrato in Tabella 7, l’analisi multivariata, eseguita 
mediante il test di regressione logistica, ha mostrato che solo 
l’avanzato stadio alla diagnosi e la presenza della mutazione somatica 
di RET correlano indipendentemente con un peggior andamento della 
malattia (P<0.0001 e P=0.01, rispettivamente). 
Infine, analizzando le curve di sopravvivenza dei pazienti affetti 
da CMT (Fig.2) si osserva una più bassa percentuale di sopravvivenza 
nei pazienti portatori di mutazione somatica di RET nei confronti di 
quelli non portatori della mutazione (P=0.006). 
 
 
 DISCUSSIONE STUDIO CLINICO 
In 16/27 (59.2%) pazienti (compresi i due pazienti entrati nella 
fase aperta dello studio dopo la progressione di malattia) si è verificata 
una riduzione della somma dei diametri massimi delle lesioni target, 
variabile dal 10 al 58%. Adottando i restrittivi criteri RECIST i 
pazienti che secondo protocollo hanno mostrato remissione parziale di 
malattia sono stati 9/27 (33.3%). Tuttavia, poiché anche una riduzione 
inferiore a quella richiesta dai criteri RECIST è comunque a nostro 
avviso un risultato positivo, possiamo dire che circa il 60% dei 
pazienti inclusi nello studio hanno ottenuto un beneficio clinico da 
questo trattamento. E’ di rilievo il fatto che nessuno degli schemi 
terapeutici “tradizionali” finora impiegati (radioterapia, 
chemioterapia, analoghi della somatostatina, interferone e terapie 
radiometaboliche) ha prodotto un risultato così positivo (). E’ da 
segnalare, tuttavia, che, eccetto i 2 pazienti che sono passati dal 
placebo a Zactima, per tutti gli altri non abbiamo ancora la certezza 
assoluta che stiano assumendo Zactima piuttosto che il placebo. La 
conclusione dello studio e l’apertura del random ci darà la conferma 
del prodotto assunto dai pazienti. 
In 7/27 pazienti (26%) la malattia ha mostrato un quadro di 
stazionarietà, non mostrando alcuna variazione alla TAC: questi 
pazienti sono ancora nella fase di doppio cieco dello studio e quindi 
 non è possibile valutare se la stazionarietà della malattia dipenda 
dall’azione del farmaco o se si tratti di pazienti con malattia 
“indolente”. E’ noto infatti che questa patologia può avere anche 
lunghi periodi di stabilità in assenza di terapia attiva (). 
In due pazienti il tempo di raddoppio del valore di CT (e per un 
paziente anche del CEA) si è verificato in un tempo inferiore a 25 
mesi; poiché questo dato rappresenta un fattore prognostico negativo 
(), nonostante la attuale “stazionarietà radiologica” della malattia, è 
verosimile che in occasione del prossimo controllo si renderà evidente 
la progressione di malattia. E’ infine da segnalare che dei 6 pazienti in 
cui si è verificata progressione di malattia quattro, di cui tre in 
trattamento certamente con Zactima, sono deceduti ma erano tutti 
affetti da malattia in stadio molto avanzato. 
Le lesioni che hanno mostrato una maggiore sensibilità alla 
terapia sono quelle epatiche, che nel 100% dei casi hanno mostrato 
una riduzione dimensionale, in un caso addirittura superiore al 50%. 
E’ da notare che anche in un precedente studio con un altro farmaco 
inibitore tirosino-kinasico (AMG 706, Amgen) avevamo osservato la 
stessa maggior sensibilità delle lesioni epatiche rispetto alle polmonari 
e linfonodali. Sia le lesioni secondarie epatiche sia le metastasi 
linfonodali responsive al farmaco hanno mostrato alla TC un 
cambiamento delle caratteristiche morfologiche, evidenziando una 
 riduzione dell’enhancement contrastografico e una tendenza alla 
colliquazione, come da fenomeni necrotici al loro interno, 
analogamente a quanto osservato nei modelli tumorali sperimentali e 
così pure con AMG 706. Trattandosi di farmaci anti-RET ma con 
azione principale su VEGFR è verosimile che la colliquazione 
osservata al centro delle lesioni possa essere imputata proprio 
all’azione antiangiogenica. Tuttavia, solo la correlazione tra 
responders e non-responders e presenza-assenza di mutazione di RET 
ci dirà se l’azione anti-RET ha giocato un ruolo importante o meno. 
Gli effetti collaterali che si sono verificati, principalmente 
l’ipertensione arteriosa, quest’ultima correlata alla azione dei farmaci 
su VEGFR, sono quelli già noti in corso di terapia con inibitori 
tirosino-kinasici; un evento piuttosto frequente in questo studio è stata 
la comparsa di rush cutaneo da fotoesposizione, molto verosimilmente 
correlato all’azione di Zactima su EGFR, non osservato nel precedente 
studio con AMG 706 in quanto questa molecola non si lega a questo 
recettore. Un effetto collaterale non atteso da AstraZeneca è stato 
l’ipotiroidismo, che avevamo già osservato nel corso della precedente 
sperimentazione clinica con AMG 706. Tale effetto collaterale è già 
stato descritto da de Groot et al. in corso di trattamento con Imatinib 
(73). Secondo l’Autore, l’aumento del fabbisogno di l-tiroxina nel 
corso di terapia con Imatinib sarebbe riconducibile all’induzione del 
 citocromo P450s, una famiglia eterogenea di enzimi responsabile della 
metabolizzazione ossidativa di numerosi composti esogeni ed 
endogeni. Tale sistema enzimatico sta alla base della 
metabolizzazione non deiodinasi dipendente della tiroxina, che 
avviene primariamente a livello epatico attraverso processi di 
glicurono-coniugazione. Un’aumentata attività del citocromo P450s 
comporterebbe una maggiore clearance della tiroxina che, nel soggetto 
tiroidectomizzato, non può essere compensato dall’aumento di 
produzione endogena. L’attività di induzione del citocromo P450s è 
stata dimostrata per diverse altre classi di farmaci, come fenobarbital, 
fenitoina, carbamazepina, rifampicina e nicardipina. Questo 
meccanismo potrebbe spiegare verosimilmente la patogenesi 
dell’ipotiroidismo in corso di trattamento con ZD6474. E’ chiaro che 
anche l’ipotiroidismo può avere un impatto negativo sulla qualità della 
vita, pertanto nei pazienti in trattamento con inibitori tirosino-kinasici 
per neoplasia tiroidea e, più in generale, in tutti i pazienti in 
trattamento sostitutivo con l-tiroxina, è fondamentale il monitoraggio 
del profilo tiroideo. De Groot suggerisce un aumento di terapia con l-
tiroxina di due volte per i pazienti in terapia con Imatinib, ma la nostra 
esperienza è al momento troppo limitata per confermare questa 
indicazione. 
 Un’altra osservazione a nostro avviso interessante è la 
correlazione tra la variazione dei livelli plasmatici di Calcitonina e 
CEA e la massa tumorale; infatti così come la progressiva riduzione 
dimensionale della massa metastatica coincideva con l’abbassamento 
dei valori plasmatici di Calcitonina e CEA, anche l’incremento 
dimensionale delle lesioni si accompagnava ad un rialzo dei valori 
della Calcitonina e del CEA.  I dati presenti in letteratura non 
confermano questa correlazione dimostrando che l’azione degli 
inibitori RET tirosino-kinasici come NVP-AST487 (Novartis) 
agirebbero a livello cellulare bloccando con meccanismi diversi la 
crescita della cellula e l’espressione del gene della calcitonina; il 
trattamento con tale farmaco determinerebbe infatti una veloce 
riduzione dei valori plasmatici di Calcitonina non accompagnata da 
una riduzione della massa tumorale (38). Anche il trattamento con 
AMG 706 ha evidenziato un’assente correlazione tra i parametri 
umorali e la massa neoplastica; in particolare non sono state osservate 
variazioni significative di calcitonina e CEA nei pazienti con risposta 
positiva al farmaco e riduzione volumetrica delle lesioni metastatiche. 
Tuttavia in letteratura non sono ancora presenti dati riguardanti questa 
specifica correlazione durante il trattamento con Zactima;  il caso dei 
nostri pazienti, quindi, in cui la correlazione tra i parametri umorali e 
la massa tumorale è presente, ci può far pensare ad un diverso 
 meccanismo d’azione di Zactima rispetto ad altri inibitori tirosino-
kinasici con verosimile maggiore capacità d’azione anti-tumorale. 
 
 
 
 
 DISCUSSIONE STUDIO ANALISI GENETICA 
In questo studio abbiamo confermato la nostra (e di altri autori)  
precedente osservazione effettuata circa 10 anni fa (22, 24-26) in cui 
si evidenziava come la presenza di mutazione somatica di RET nel 
tessuto tumorale di CMT rappresentasse un fattore prognostico 
negativo.  Nel presente studio, a nostra conoscenza il più ampio, 
abbiamo dimostrato che i pazienti affetti da CMT RET positivi non 
solo hanno maggior probabilità di sperimentare un insuccesso 
terapeutico ma anche di morire per la malattia, come dimostrato dalla 
curva di sopravvivenza a 30 anni statisticamente significativa, rispetto 
ai pazienti affetti da CMT RET negativi. 
La mutazione somatica più frequente (79%) è risultata quelle 
che coinvolge il codone 918 dell’esone 16 (M918T). E’ importante 
notare che la Sindrome da Neoplasie Endocrine Multiple di tipo 2B 
(MEN2B), che è caratterizzata dalla forma maggiormente aggressiva 
di CMT ereditario, è anch’essa associata principalmente con la 
mutazione germinale M918T (17, 39, 40).Tra le mutazioni di RET, 
M918T ha la più alta penetranza e attività trasformante (41, 42).  
Sulla base di queste considerazioni,  abbiamo derivato la 
conclusione che il peggior andamento dei pazienti affetti da CMT 
RET positivi è correlato alla presenza di questa mutazione altamente 
trasformante. Sfortunatamente, le altre mutazioni somatiche di RET 
 sono rare e quindi non è possibile una comparazione tra i differenti 
tipi di mutazione. E’ importante sottolineare che tra le altre 9 
mutazioni somatiche, 7 sono localizzate al codone 634, che è il più 
frequentemente alterato nelle MEN2A, ed una è a carico del codone 
883 che, sebbene meno frequentemente di M918T, è stata descritta in 
associazione con le MEN2B. Al contrario, in questa serie di pazienti 
non sono state trovate alcuna delle mutazioni di RET a carico dei 
codoni non codificanti per la cisteina, che  è stato dimostrato sono 
dotate di minor attività trasformante (43, 44) e più frequentemente 
associate a carcinoma midollare familiare isolato (45). 
Un’altra evidenza a supporto della ipotesi che il tipo di 
mutazione è correlato al grado di aggressività del CMT è che i 
pazienti con mutazione al codone 918 mostrano la più alta prevalenza 
di metastasi linfonodali (76.5%) rispetto non solo ai pazienti RET 
negativi ma anche a quelli positivi con mutazione al codone 634 
(43%). 
La presenza di metastasi linfonodali al momento del primo 
intervento chirurgico è un ben conosciuto fattore prognostico negativo 
per la cura definitiva della malattia (46). In questa serie di pazienti 
abbiamo dimostrato una correlazione statisticamente significativa tra 
la positività della mutazione somatica e la presenza di metastasi 
linfonodali al momento della diagnosi. Questa correlazione può 
 giustificare il ruolo negativo della mutazione somatica di RET 
nell’andamento clinico dei pazienti RET positivi. 
Pensiamo che questo rilievo abbia una notevole importanza 
clinica perché le mutazioni di RET possono essere ricercate 
analizzando il DNA estratto dalle cellule tumorali ottenute da 
agoaspirazione del nodulo tiroideo (26). Sebbene ci sia accordo tra gli 
autori nel sottoporre a dissezione delle catene linfonodali 
laterocervicali i pazienti in cui sia stata fatta la diagnosi pre-chirurgica 
di metastasi linfonodali a quel livello, è ancora dibattuto se la 
dissezione radicale dei comparti laterocervicali, omolaterali al tumore 
o bilaterali, sia da eseguire comunque a tutti i pazienti “di principio” 
fin dall’inizio (47, 48).  
Questa controversia riveste un’importanza notevole in quanto i 
pazienti affetti da CMT possono essere curati se l’estensione del 
primo trattamento chirurgico è scelta appropriatamente. D’altraparte, 
però, la dissezione radicale del collo può risultare in morbilità 
significativa (49) e non deve essere eseguita se il tumore è ancora 
intratiroideo (stadio I), uno stadio in cui il rischio di recidiva di 
malattia e morte per la malattia è estremamente basso (4, 46, 50).  
L’identificazione di una mutazione di RET nel DNA estratto da 
cellule tumorali prelevate mediante agobiopsia potrebbe permettere 
una stratificazione pre-chirurgica dei pazienti in alto (RET positivi) e 
 basso rischio (RET negativi) di sviluppare le metastasi linfonodali e, 
di conseguenza, la strategia chirurgica potrebbe includere o  meno la 
dissezione radicale del collo.  
Poiché, però, è stato riportato che in qualche caso le mutazioni 
somatiche non sono presenti in tutte le cellule tumorali (51), la 
possibilità di ottenere RET negativi mediante la citologia rende meno 
sensibile questo screening genetico pre-operatorio. 
Nell’era dello sviluppo di nuove terapie mirate, la 
dimostrazione che le mutazioni somatiche di RET sono correlate con 
una peggior prognosi può avere un impatto diretto nelle altre scelte 
terapeutiche. I pazienti RET positivi potrebbero essere trattati con 
inibitori tirosino-chinasici e, in particolare, con quei farmaci a 
maggior affinità per RET (52). Sebbene l’analisi genetica delle 
mutazioni di RET possa aiutare a prevedere quali pazienti potrebbero 
rispondere al trattamento con terapie che hanno RET come bersaglio, 
il test genetico non è disponibile in formato commerciale e, al 
momento, è eseguibile soltanto in centri clinici dedicati alla oncologia 
tiroidea. 
 CONCLUSIONI GENERALI 
Lo studio clinico ha dimostrato che il 60% dei pazienti trattati 
presentavano un beneficio clinico. Sebbene non sappiamo ancora con 
certezza se tutti stanno realmente assumendo Zactima questo è un 
risultato mai raggiunto fino ad ora con nessuna chemioterapia e 
neppure con AMG 706 (con cui abbiamo ottenuto il 46% di beneficio 
clinico). 
Le metastasi epatiche sono quelle che hanno presentato una 
risposta maggiore, verosimilmente perché più vascolarizzate.  
La concordante risposta tra andamento dimensionale delle 
lesioni e andamento umorale di CT e CEA fanno ipotizzare che 
Zactima, a differenza di altri inibitori tirosino-chinasici, agisca su 
entrambi i meccanismi che governano l’attività di crescita e di 
secrezione delle cellule C. 
I dati dello studio molecolare indicano che i pazienti con  
mutazione somatica di RET hanno una malattia più avanzata alla 
diagnosi e quindi una peggior prognosi ed una percentuale di 
sopravvivenza inferiore ai pazienti non portatori di mutazione 
somatica. 
Anche se preliminari, i dati molecolari relativi ai pazienti del 
nostro studio non sembrerebbero evidenziare una correlazione tra la 
presenza/assenza della mutazione di RET e la capacità di rispondere o 
 meno alla trattamento, suggerendo che l’azione di Zactima potrebbe 
esplicarsi attraverso l’inibizione di altre tirosino-kinasi diverse da 
RET. 
L’ analisi dei dati totali clinici e molecolari al termine dello 
studio potrà rispondere in modo più esaustivo alla domanda se 
Zactima agisce realmente attraverso RET o altre kinasi. 
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 Tabella 1 
Criteri di inclusione 
1) Diagnosi di carcinoma midollare della tiroide localmente avanzato o  
metastatico, confermata istologicamente  
2) WHO Performance Status (PS) of 0–2 
3) Capacità di inghiottire le compresse 
4) Valori sierici di calcitonina ≥ 500 pg/ml 
5) Tessuto tumorale fresco o paraffinato 
6) Presenza di una lesione tumorale misurabile definita come:                    
-Lesione solitaria ≥ 2cm oppure 
-Multiple lesioni con somma dei diametri maggiori ≥ 2cm (con lesione target  non 
inferiore a 1 cm (1.5 cm se linfonodo) in TAC a sezioni ≤ 5 mm)  oppure somma 
dei diametri ≥ 4cm (con lesione target che misura almeno  2 cm, in TAC con 
sezioni >5mm) 
 Tabella 2 
Criteri di esclusione 
1) Metastasi cerebrali o esercitanti compressioni spinali 
2) Precedenti trattamenti con chemioterapia, radioterapia e chirurgia nelle 
precedenti 4 settimane 
3) Tossicità non risolte secondo la comune terminologia per gli eventi avversi 
(CTCAE) di grado 2 prima  dell’inizio del trattamento 
4) Precedenti o concomitanti patologie tumorali in altri organi negli ultimi 5 anni 
eccetto tumori associati con MEN 2A e MEN 2B, carcinoma della cervice in situ, 
carcinoma basocellulare o squamoso della cute adeguatamente trattati  
5) Bilirubina sierica maggiore di 1.5 x il limite superiore del range di riferimento  
6) Creatinina sierica maggiore di 1.5 x il limite superiore del range di riferimento o  
clearance creatinina ≤50ml/min 
7) ALT, AST o ALP > 2.5 x il limite superiore del range di riferimento se non in 
presenza di metastasi epatiche o >5 x il limite superiore del range di riferimento se 
in presenza di metastasi epatiche 
 8) Potassio <4.0 mmol/L  
 9) Calcio e magnesio fuori dai range di riferimento nonostante la 
supplementazione  
10) Eventi cardiaci significativi nei tre mesi precedenti 
11) Patologia cardiaca che incrementa il rischio di aritmia ventricolare 
12) Storia di aritmia sintomatica o asintomatica che sostiene tachicardia 
ventricolare 
13) Sindrome congenita del QT lungo o decesso improvviso inspiegabile di 
familiari di I grado di età inferiore a 40 anni 
14) Trattamenti farmacologici che determinano allungamento del QT  
 15) Blocco di branca sinistro 
16) QTc con correzione Bazett’s non misurabile o ≥480 msec all’ ECG di 
screening  
17) Gravidanza o allattamento  
18) Terapie concomitanti che possono provocare allungamento del QTc o indurre 
la funzione di CYP3A4  
19) Ipertensione arteriosa non controllata farmacologicamente 
20) Evidenza di importante malattia sistemica non controllata  
21) Precedente trattamento con ZD6474 
22) Precedente trattamento con altri farmaci sperimentali fino a 30 giorni prima  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Tabella 3 
 
Remissione  
complessiva 
Remissione 
parziale 
(RECIST) 
Remissione 
parziale 
(no 
RECIST) 
Stabilità Progressione
14/27 (52%) 8/27 (30%) 6/27 (22%) 7/27 (26%) 6/27 (22%) 
 Tabella 4 
Remissione  
complessiva 
Remissione 
parziale 
(RECIST) 
Remissione 
parziale 
(no RECIST) 
16/27 (59.2%) 9/27 (33.3%) 7/27 (25.9%) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Tabella 5: mutazioni di RET e caratteristiche clinico-patologiche 
dei pazienti affetti da CMT sporadico 
      
P
0.0002
7
28
8
Andamento (n)
guarito (39)
malato (50)
deceduto (11)
0.523/20Sesso (F/M)
0.153.1 (21-83)Età alla diagnosi (aa)
0.02
13
30
Met. a distanza (n) 
M1 (20)
M0 (80)
0.004
5
8
17
13
Classe (n) 
I (19)                                         
II (32)
III (27)
IV (22)
<0.0001
30
13
Met. linfonodali (n)
N1 (45)
N0 (55)
0.03
8
14
9
12
T (n)
T1 (25)
T2 (42)
T3 (14)
T4 (19)
RET+
32
22
3
34/23
47.1 (20-71)
7
50
14
24
10
9
15
42
17
28
5
7
RET-
0.19.3±4.5(3-21)Follow-up medio (aa) 11±6.1(3-32)
 
 
 
 
 
 
 
 Tabella 6: correlazione tra l’andamento clinico e la presenza di 
mutazione somatica di RET o caratteristiche clinico-patologiche 
dei pazienti affetti da CMT sporadico 
malatoguarito p
<0.0001
36
25
RET (n)
RET + (43)
RET - (57)
0.2532/29Sesso (F/M)
0.552.7 (20-83)Età alla diagnosi (aa)
<0.0001
20
41
Met. a distanza (n) 
M1 (20)
M0 (80)
<0.0001
4
10
25
22
Classe (n) 
I (19)                                         
II (32)
III (27)
IV (22)
<0.0001
43
18
Met. linfonodali (n)
N1 (45)
N0 (55)
0.0002
10
21
11
19
T (n)
T1 (25)
T2 (42)
T3 (14)
T4 (19)
7
32
25/14
51.0 (24-80)
0
39
15
22
2
0
2
37
15
21
3
0
0.139.4±5.0(3-29)Follow-up medio (aa) 11±6.1(3-32)
 
 
 
 
 
 
 
  Tabella 7:  
< 0.00010.0734 to 0.33770.1574Classe
0.010.0589 to 0.68520.2009Mutazione di RET
p95% CIOdds RatioVariabile
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